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GIRIS

Diabetes mellitus, insilin salgisinin yetersizligi ve/veya insulin etkisizligi sonucu
aciga cikan, karbohidrat, yag ve protein metabolizmasi bozukluklarina neden olan,
kronik hiperglisemi ile olusan bir hastaliktir (Genuth ve ark. 1998).

Kanda glikozun normal degerlerin Gzerinde bulunmasi toksik etkilidir ve viicudun
tum hicrelerinde az veya ¢ok tahribata neden olur. Bu tahribat, cok yavas olmasina
karsin oldukca tehlikelidir (Imamoglu 2009).

Periodontal hastalik ve diabet arasindaki iliski, uzun yillardan beri arastiriimis ve
genel olarak da periodontal hastaligin diabetlilerde, non-diabetlilere gére daha sik
ve siddetli olarak seyrettigi bildirilmistir. Bu gline kadar diabetli ratlarin dis eti
dokusundaki glikokonjugatlarin yapilarinda ve lokalizasyonunda bir degisimin olup
olmadigi konusunda bir calisma yapilmamistir. Bu ¢calismada bu konudaki eksikligin
giderilmesi amaclanmistir.



Diabetes Mellitus’un Siniflandirmasi

Guniimiize kadar diabetin degisik siniflandirmasi yapilmistir. Diinya Saglik Orgtii (DSO=

WHO, Word Helth Organisation), 1985 yilinda diabet hastaligini instline bagimh diabet (Insulin-
Dependent Diabetes Mellitus, IDDM) ve insilin bagimh olmayan diabet (Non- Insilin Dependent
Diabetes Mellitus, NIDDM) olarak ayirmis ve klinik bir siniflama yaptimistir (YYenigin M. 2001).

1997 yilinda ADA etiyolojik bir siniflama yaparak, IDDM ve NIDDM vyerine Tip 1 ve Tip 2 diabet
terminolojisini 6nermistir (Alberti ve Zimmet 1998).



Etiyopatojeneze Gore Diabetes Mellitusun Siniflandiriimasi

|. Tip 1 diabet (pankreas a hiicre hasarina bagli olusan insilin eksikligi sorumludur)
A. Otoimmun nedenli
B. Idiyopatik
I1. Tip 2 diabet (degisken derecede insulin rezistansi , rolatif insulin eksikligi vardir)
[11. Diger spesifik tipler
A. Pankreas a hiicre fonksiyonlarinin genetik bozukluklari
B. Insiilin etkisinde genetik defektler
C. Ekzokrin pankreas hastaliklari
D-Endokrinopatiler
E-lla¢ ve kimyasal maddeler
F-Enfeksiyonlar
G-Immun aracilikh diabetin nadir formlari
H-Diabetle iliskili olabilen diger genetik sendromlar
IV - Gestasyonel Diabetes Mellitus. (Alberti ve Zimmet 1998).



Tip 1 Diabetes Mellitus ve Tip 2 Diabetes Mellitus

Ciddi insulin eksikligi ile karakterize olan Tip 1 diabet de, yasami sirdirmek ve
ketozisten korunmak icin disaridan instlin alinmahidir.

Instilin, hiicresel glikoz alimini, glikolizi, glikojen sentezini, protein sentezini ve
lipogenezi artirir. Epinefrin, kas ve yag dokusunda glikozun hiicre icine girisini inhibe eder,
glikojenolizi, glukoneogenezi uyarir, lipolizi artirir.

Tip | Diabette asil defekt instlin yetmezligi olmasina ragmen, instlin karsitt hormonlarin
plazma dizeylerinin artmasi ardindan hipergliseminin hakim oldugu metabolik bozulmalar;
hiperozmolarite, osmotik ditireze yol acar. Sivi kaybi ile birlikte elektrolit imbalansi ve asidoz
olusur (Genuth 1998).

Tip 2 diabet genetik olarak bu hastaliga egilimi olan kisilerde ihtiyactan daha fazla kalori
aliminin devam etmesi durumunda ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Tip 2 diabete neden olan birgok
genetik bozukluk vardir. Bu genetik bozukluklar neticesinde seker metabolizmasi, yag ve
protein metabolizmasinda  bozukluklar olusarak seker hastaligi meydana gelmektedir
(Glndogdu ve Acbay 1996).

Toplumda en sik rastlanilan diabet tipidir. Genellikle 45 yas (zerinde ilk yakinmalar
baslar, kronik seyirlidir ve sinsi gidislidir. Hastalarin hekime ilk basvurma nedenleri polidipsi,
politri ve polifaji gibi yakinmalardan ziyade gorme bozukluklari, el ve ayaklarda uyusukluk
veya fasiyal sinir paralizisi gibi kronik komplikasyonlar mevcuttur. Hastalarin cogu obezdir.
Aile oykusu hemen hepsinde alinabilmesine karsilik, hastalik heniiz tek bir genetik zemine
oturtulamamistir (Gundogdu ve Acbay 1996).



Diabetes Mellitus Tanisi

Diabetes Mellitus tanisi anamnez, fizik muayene ve cesitli kosullar altinda plazma
glikoz degerlerinin 6l¢ctilmesiyle konur. Diabet tanisi icin takip eden farkli glnlerde
dogrulama gerekmektedir (Imamoglu 2009).

Aclik plazma glikozu 100-125 mg/dl arasinda ise Bozulmus Aclik Glikozu, oral
glikoz tolerans testi sonrasi 2. saat plazma glikozu 140-200 mg/dl arasinda ise
Glikoz Intoleransi olarak tanimlanir.

Epidemiyolojik calismalar icin insidans ve prevalansin hesaplanmasi aclik plazma
glikozunun = 126 mg/dl (7.0 mmol/L) olmasina dayanir (Tuomiletho ve ark 1994).

Diabetten kaynaklanan komplikasyonlarin biyokimyasal temeli bugtne kadar
diabetin komplikasyonlarinin biyokimyasal temelinin agiklanmasina yonelik birgcok
calisma yapilmistir. Hayvan modelleri kullanilarak olusturulan sayisiz deneysel
calismalara karsin komplikasyonlarin timanin nasil ortaya c¢iktiginin agiklanmasi
tam olarak mumkin olmamistir. Bunun nedeni ise diabet sonucu ortaya cikan
komplikasyonlarin ¢cok sayida organi etkilemesi olarak gosterilmistir.

Kan glikoz seviyesinin uzun sdreli ylksek seyretmesi dokularda yapisal
degisikliklere neden olmaktadir. Dokularda olusan hasarin nedenleri arasinda
proteinlerin nonenzimatik glikolizasyonu 6nemli bir yer tutar. Glikolize olan
proteinler biyolojik fonksiyonlarini yerine getirememektedir (Ekmetzoglou ve
Zografos, 2006).



Deneysel Diabet Modelleri

Hayvanlarda Diabetes Mellitus, kedi ve kopeklerde sik¢a karsilasilan endokrin bir
hastaliktir (Sekeroglu ve ark 2000, Rand ve ark 2004). Tip 1 diabet genelde
kopeklerde gorilirken tip 2 diabet daha cok kedilerde gorilir (Rand ve Marshall
2005, Zerbe 2001).

DM nadiren de olsa koyun, keci gibi kiiclik; sigir gibi bayik ruminant ile at gibi tek
tirnakli hayvanlarda da gorildiga bildirilmektedir (Pamukcu 1998, Taniyama ve ark
1993).

Deneysel diabet modelleri, bircok hayvan diabet modeli bulunmakla beraber, bu
modellerden hicbiri insan diabetine tam olarak esdeger tutulamaz. Fare, sican,
tavsan, kobay, hamster, gibi deney hayvanlari deneysel diabet olusturmak amaciyla
kullanilabilmektedir (Irer ve Alper 2004).



Disler ve Dislere Bagli Destekleyici Yapilar

Disler, dis etinin (gingiva) Uzerinde kalan ta¢c bolimu ile dis eti icinde yer
alan, kemige gomulu kok bolimu olmak Uzere iki anatomik bolimden
olusur. Bu iki bolim disin boyun (serviks) bélimiinde birlesir.

Disler histolojik o6zellikleri birbirinden farkh boélimler icerirler. Disin
ortasinda yer alan ve kok kanali ile devam eden pulpa boslu-gunda 6zel bir
bag dokusu olan pulpa bulunur.

Pulpa kavitesini dentin cevreler. Dentinin disinda ta¢ bélimunde mine,
kok boliminde ise sementum ve periodontal ligament (periodontal
membran) yer alir. Periodontal ligament, dis kokinl alveol kemigi-ne
baglar. Mine, dentin ve sementum inorganik matriksten zengin, disin sert
bolumle-ridir. Pulpa, gingiva ve periodontal ligament ise organik
matriksten zengin yumusak bolimlerdir (Ross ve ark. 1995).



Periodontiyum dért ana komponent ihtiva eder ki bunlar; diseti, periodontal ligament,
alveol kemigi ve sementtir. Bu periodontal komponentlerin her biri gerek yerlesimleri,
gerek doku vyapilari, gerekse hicresel ve kimyasal kompozisyonlari acgisindan farkl
olmalarina ragmen, tek bir (Unite gibi birlikte gorev yaparak, dislerin uygun
fonksiyonlarini  yerine getirmek icin destek saglarlar (Bartold ve ark. 2000).
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Diseti bag dokusunda yer alan ESM' nin organik bilesenleri kollagenler,
nonkollagendz proteinler ve proteoglikanlardir. Kollagenler esas yapi
elemanini olusturur.

Saglikh bir diseti, normal olarak alveol kemigi ve dis kokiniu koronalden
minesement birlesime kadar kaplar (Narayanan 1994).

Epitel, dogal olarak bol selliler yapidadir, bag dokusu ise daha az
sellilerdir ve fibroz-nonfibroz proteinlerin, bliyime faktorleri, mineraller,
lipitler ve suyun buttnleyici bir ag 6rglisu seklinde kompoze olmustur.

Periodontal bag 06zel bir tip bag dokusudur. Lifleri bir taraftan disin
segmentine girip onu kemiksi cebin duvarina baglarken, diger taraftan
disin sinirh bir sekilde hareket etmesine izin verir (Bartold ve Narayanan
1998).



Dentin

« Anatomik olarak diseti tc farkli IR a5

kisma ayrilir; serbest marjinal Gingival sulcus -
diseti, interdental diseti, yapisik Gingiva
diseti.

e Histolojik olarak ise iki farkl
komponante ayrilir; Gstte uzanan
epitelyal yapilar ve altta uzanan
bag dokusudur (Sandalli 1981).
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Resim 1. Periodontal Destek Doku



Diabet ve Periodontal Doku

Diabetes mellitusun, komplikasyonlarindan birinin de periodontitis oldugu artik
arastirmacilar tarafindan kabul gérmektedir.

Periodontitis, alveol kemigi, sement ve periodontal ligament gibi dis destek
dokularinin  kronik iltihabidir. Onceleri periodontal infeksiyonlarin sadece
periodonsiyumda lokalize oldugu ileri strtlmisse de giunimizde bu gorus
tamamen degismistir.

Son vyillarda yapilan arastirmalar sonucunda periodontitisin subklinik kronik bir
hastalik gibi sistemik enflamatuar cevaba katildigi ve yuksek serum CRP, IL-6, IL-1
ve TNF-; konsantrasyonlarina eslik ettigi ileri sirtlmektedir (Ide ve ark 2003).



Diabetin periodontal dokular tGzerindeki asil etkisi immunoinflamatuar
cevap ve doku homeostazindaki degisikliktir.

Glikasyon son urinlerinin serumdaki konsantrasyonlari arttigi zaman diseti
olugu sivisina da gecebilmektedir. Diseti olugu sivisindaki ileri glikasyon
son urunleri, oksidatif stres, vaskuler yaralanma ve sitokin artisina neden
olarak periodonsiyumda patolojik degisiklere sebep olmaktadirlar.

Diabetes mellitusun, patogenezinde yer alan faktérlerden en dnemlileri
mutlak/nisbi insilin eksikligi ve insilin direncidir. Insilin direnci, glikozun
hedef hlicrelere transfer kapasitesinde azalmaya neden oldugundan dolayi
hiperglisemi gelisir (Mealey ve Oaetes 2006).



Diseti cebinin enflamatuar yumusak doku duvarindan kaynaklanan Diseti
Olugu Sivisi (DOS), baslica enflamatuar hicreler, serum proteinleri,
bakteriler, doku vyikim JGrlGnleri, enzimler, antikorlar, kompleman ve
enflamatuar mediatorler iceren ser6z veya viskoz eksudatidir.

Periodontal hastalik, disler lzerinde kolonize olan ve cevre yumusak
dokulari infekte eden bakteriler tarafindan baslatilan, diseti ve disleri
destekleyen dokularin infeksiyonudur (Lalla ve ark. 2006).

Diabete bagl olarak periodontal dokularda ortaya c¢ikan metabolik
bozukluklar ve mikroanjiopatiler doku direncini olumsuz yonde
etkilemektedir (Loe 1993, Mealey ve Oates 2006).

Diabet periodontal sagligi olumsuz ydnde etkilerken, periodontal
infeksiyonlarin da glisemik kontroli olumsuz etkiledigi bilinmektedir.
Ayrica stres, puberte, menstruasyon ve hamilelik dénemlerindeki
hormonal degisiklikler periodontal kapiller permeabilite ve subijinjival
florayi degistirerek jinjivit ve PH gelisimini artirmaktadir (Garcia 2005).



Periodontal Hastaligin Diabetik Durum Uzerine EtKisi

Periodontal hastaliklarin diabet Gzerine etkisini arastiran calismalar,
ilerlemis periodontal hastaliklarin zayif glisemik kontrol ve diger
sistemik komplikasyonlarla (kardiovaskuler hastalik ve 6lim orani,
proteiniri ve nefropati) iliskili oldugunu gostermistir (Faria ve ark.
2006).

Periodontal hastaligin, diabetin metabolik durumu Uzerine belirgin
bir etkisinin oldugu saptanmistir. Periodontitis orani arttikca
glisemik kontrolde kotulesme riski artmaktadir.

Bir calismada siddetli periodontitisi olan diabetik vakalarda
periodontitisi olmayan diabetik vakalara kiyasla glisemik kontroldeki
kotulesme riskinin 6 kat arttigi gozlenmistir. Diabetik bireylere
uygulanan periodontal tedavinin glisemik kontrolde iyilesme
saglayabilecegine vyonelik calismalar bulunmaktadir (Oliver ve
Tervonen 1994, Faria ve ark. 2006).



Kontrol altinda olmayan diabetik bireyde yiritulen bir calismada,
peridontal tedavi ve sistemik antibiyotik tedavisinin diabetin
kontroll Gzerine etkileri degerlendirilmistir.

Periodontal tedavi ve 2 hafta sireyle ginde 100 mg sistemik
doksisiklin tedavisi uygulanan grupta, tedavi uygulanmayan kontrol
grubuna gore periodontal durumda belirgin oranda iyilesme ve
HbA1lc degerlerinde de azalma elde edilmistir.

Longitudinal bir vaka kontrol calismasinda siddetli periodontitisi
olan diabetik bireylerin % 82’ sinde major kardiyovaskuler,
serebrovaskuler veya periferal vaskuler hastaliklarin biri veya daha
fazlasinin basladigi gozlenirken bu oran periodontitisi olmayan
diabetik bireylerde % 21 olarak bulunmustur (Oliver ve Tervonen
1994).



Bag dokusu ve Ekstraseltler Matriks

Bag dokusu; bagdokusu hticreleri ve bu hicrelerin arasini dolduran hicre
disi matriksten olusur. Hiicre disi matriks, ayni zamanda ekstraseltler
matriks (ECM) olarak da adlandirilir.

ECM bag dokusunun liflerini ve hlicrelerini cevreleyen kollajenler, kollajen
disi glikoproteinler ve proteoglikanlarin bir bilesimidir. Hicreler arasindaki
bosluklari doldurur, hiicreleri ve dokulari birbilerine baglarlar.

Hulcreleri besleyici ve koruyucudur. Bag dokusu iplikleri ve sekilsiz temel
madde olarak iki kisimda incelenilebilir. Bag dokusu iplikleri retikulum
iplikleri, elastik ipliklerdir. Retikulum iplikleri; Cogunlukla kirmizi kemik iligi,
dalak, lenf duglmleri, lenf folikillerinde bulunur.

Elastik iplikler; en az bulunan bag doku iplikleridir. 1-4 mikron
blayukliklerindedir. Elastik arterler, diz kas tendolari, akcigerlerde
bulunurlar. Fibroblastlar ve az miktarda da duz kas telleri tarafinda
yapilirlar (Aytekin 1998).



Epitel ve epitel olmayan hiicreler ECM bilesenleri icin reseptérlere sahiptir. Ornegin
fibronektin ve laminin icin baglanma afinitesi iceren integrinler ailesidir.

integrinler hiicre bicimi ve adezyonu degistirerek veya fokal temaslar kurarak ECM
ile hiicre etkilesimlerini kuvvetlendirerek hticre iskeleti ile etkilesir.

ECM cesitli kollajen olmayan glikoproteinleri hlicrelerle etkilesimlere aracilik eder
ve ECM bilesenlerinin toplanmasini duizenler. Hiicre disi matriksin en onemli
yapisal protein olan ve hayvan dokularinda en c¢ok bulunan protein kollajendir.
Kollajenler en az 19 farkli Gyesi bulunan buyuk bir protein ailesidir.

Uc polipeptid zincirinin, halata benzer bir yapi olusturmak tizere birbirlerine sikica
dolandig Gg¢lu sarmal yapilariyla karakterizedir. En bol bulunan kollajen tipi - tip |,
bag dokularinin temel yapisal bileseni olan fibril olusturan kollajenlerden biridir.

Bu kollajenler hiicreden salgilandiktan sonra, Ug¢li sarmal molekullerin dizenli,
aralikli diziler halinde bir araya geldigi kollajen fibrillerini olustururlar (Ross ve ark.
1995).



Bag dokulari kollajen fibrillerin ylizeyine baglanarak onlari birbirlerine veya
diger matriks bilesenlerine tutturan, fibril baglantili kollajenler de igerirler.
Bazal lamina, ag yapan kollajen tip IV den olusur.

Iki boyutlu ve capraz baglantili bir ag halinde bir araya gelirler. Ag yapan
kollajenler fibril yapan kollajenlerden daha esnektir. Bir baska kollajen tipi
de, bazi bazal laminalari alttaki bag tabakasina baglayan sabitleme
fibrillerini olusturur (Aytekin 1998).



Dagilimlarina gore kollajen cesitleri

Kollajen Sinifi Doku Dagilimi

Fibril baglantili IX Kollajen Il igeren dokular
Xl Kartilaj ve fibroz doku
XIvV Esnek bag doku, akciger
XVI Cogu doku

Ag olusturan v Bazal Lamina

Bazal Laminanin altindaki bag dokusuna
Sabitlenen filamentler Vi tutunmasi



Bag dokulari, diizenli olarak genlesip tekrar baslangictaki bicimine
ddnen organlarda 6zellikle bol miktarda bulunan elastik fibrillere de
sahiptir.

Proteglikanlar, hicre disi matriksin buydk bir bolumind amino
sekerler, seker asitleri ve tronik asit iceren polisakkaridler olusturur.
Asit karakterli olan bu polisakkaritlere glikozaminoglikanlar (GAG)
denir.

Proteoglikan kimeleri, ECM’ nin ana bilesenleridir. GAG’ lar bir
protein govdeye baglanarak proteoglikanlari olustururlar. GAG’ lar
hiicre ylzey bilesenleri, buylime faktorleri ve diger ECM bilesenleri
Ile baglar kurarak proteoglikanlarin biyolojik fonksiyonlarini kontrol
eder (Aytekin 1998).



Glikoproteinlerin karbonhidrat kisminda baslica 7 ¢esit monosakkarid bulunur. Bu
monosakkaridler, degisik siralama ve farkli bag yapilari ile bir araya gelirler ve
sonucta ¢cok sayida karbonhidrat zinciri yapisi ortaya cikar.

Glikoproteinlerde yer alan monosakkaridler; glikoz, galaktoz, mannoz, fukoz, N-
asetil glikozamin, N-asetil galaktozamin, N-asetilnéraminik asit (sialik asit)’tir.
Bunlardan baska daha az siklikla rastlanan arabinoz ve ksiloz vardir (Rao ve ark.
1998).

Oligosakkarit zincirleri glikoproteinlerin peptid omurgasina 5 ayri amino asit artigi
birinden baglanmislardir. Bunlar; asparajin, serin, treonin, hidroksilizin veya
hidroksipirolindir (YYavuz 2001).



Icerdikleri bag tipine gore glikoproteinler, N-glikozidik bagi icerenler
ve O glikozidik bagi icerenler olmak tzere 2 ana sinifa ayrilir.

N-glikozidik bagi iceren glikoproteinlerde seker asparajin yan
zincirinin amid grubuna baglanir. Ovalbumin, immunglobulinler,
orosomukoid baslica N-bagli glikoproteinlerdir. N-bagli
glikoproteinlerde  karma, mannozdan zengin ve melez
oligosakkaritler olmak tzere 3 ana sinif oligosakkarit bulunur.

Her 3 sinif glikoproteinde de ortak bir pentasakkarit cekirdek
bulunur. (Man3 Glc NAc2) Bu ortak pentasakkaritin varhgi bunlarin
biyosentezlerinde ortak bir baslangic mekanizmasinin bulunmasi ile
aciklanir (Murray ve ark.1998).



Karma tip glikoproteinler genellikle u¢ NeuAc kalintilari ile tabanda yatan
Gal ve GIcNAc kalintilari icerir.  Karma glikoproteinler hayvan
glikoproteinlerinde bulunur. 100’den fazla tipinin belirlenmis olmasi
kimyasal isaretleme ve tanima olaylarinda karbonhidratlarin farkhligini
gosterir (Nelson ve Michael 2000).

Mannozdan zengin oligosakkaritler tipik olarak, pentasakkarit cekirdege
bagh 2-6 ek mannoz kalintisi icerirler. Butliin N-bagh oligosakkaritler
baslangicta mannozdan zengin yapilar halinde olusurlar, daha sonra farkl
tipte kompleks oligosakkaritlere farklilasirlar.

Bunlar hayvan glikoproteinleri icinde sinirli sayida yer alirlar. Daha c¢ok
dusuk oOkaryotlarda ve viral zarf glikoproteinlerinde bulunurlar. Melez
oligosakkaritler ise diger iki sinifin her ikisine ait nitelikleri tasirlar (Elbein
1999).



N-bagh glikoproteinler glikoproteinlerin ana sinifini  olusturur.
Glikoproteinlerin biyosentezi, N- ve O-bagl glikoproteinlerin sentezi
endoplazmik retikulumun limeninde ve golgide gerceklesir.

O-bagh glikoproteinlerin sentezi sirasinda lipid tasiyicilar olaya
katilmazken N-bagh glikoproteinler lipid yapisinda olan dolikol ve
onun fosforile tlirevi olan dolikol pirofosfata gereksinim gosterirler
(Opdenakker ve ark. 1993).

N-glikolizasyon olayi 2 evreye ayrilabilir:
1. Oligosakkarit P-P dolikol’Gin bir araya gelmesi ve aktariimasi

2. Oligosakkarit zincirinin islemlenmesi O-bagh oligosakkaritlerin
sentezi ise seker nukleotidlerden sekerlerin basamak basamak
eklenmesi ile golgi’de gerceklesir. Lipid tasiyicilar olaya katilmaz
(Yavuz 2001).



Glikozilfosfatidilinozitol (GPI) bagli glikoproteinler glikoproteinlerin Gglinci
blayuk sinifini olusturur. GPI bagl glikoproteinler plazma zarinin dis
katmanina fosfatidilinozitoliin (P1) yag asitleri ile tutunur.

Pl, bir Glc- NH, pargasi yoluyla, ¢esitli sekerler igeren bir glikan zincirine
baglanir. Oligosakkarit zinciri daha sonra fosforiletanolamin yoluyla bir
amid bagi ile baglanan proteinin karboksil ucuna baglanir.

Glikozilfosfatidilinozitol ¢atilarinin cogu bir molekul fosforiletanolamin, Ug
Mannoz kalintisi, bir molekll GIcNH2 ve bir molekil fosfatidilinositol icerir
(Gabius 1997).

Bazi GPI bagl proteinler; Asetilkolinesteraz (alyuvar zari), alkalen fosfataz
(barsak, plasenta), yikim hizlandiran faktor (alyuvar zari), 5’-Nukleotidaz (T
lenfositler), Thy-1 antijeni (beyin, T lenfositler), degisken ylizey
glikoproteinleri (Trypanosoma brucei) dir (Allen ve Kisailus 1992).



» Glikoproteinlerin yapisindaki sekerlerin en dnemli gorevleri molekiller ve hiicreler
aras! tanima olaylarinda gorulir (Lisowska 2002).

Bundan baska;

Hicre icinden ve disindan gelen proteolize karsi korunma saglar,

Onctil proteinlerin daha kiiguik trtinlere proteolitik islemlenmesini etkiler,
Fizikokimyasal nitelikleri (cozlnurlik, akiskanlik, yuk ve denaturasyon) degistirir,
Biyolojik etkinlige katilir (6rn: koriyonik ganadotropini),

Zarlara yerlesmeyi, hlcre ici gocu, siniflandiriimayi ve salgilamayi etkiler,
Embriyonik gelismeyi ve farklilasmayi etkiler,

Kanser hicreleri tarafindan secilen metastaz noktalarini etkiler (Murray ve ark.1998).



Bircok htcre bileseninin hidrolizini ve donusiminit gerceklestiren
lizozomlar; proteazlar, lipazlar, glikozidazlar gibi bircok lizozomal
enzimler icerirler. Bu enzimler N-bagh glikoprotein yapisindadir.
Mannozca zengin oligosakkaritler bazi proteinleri hiicredeki spesifik
bolgelere hedefler.

Proteoglikanlar bag dokusunda fibroblast, kikirdak dokuda
kondroblast, kemik dokuda osteoblastlar tarafindan sentezlenir.
Proteoglikanlar asiri derece de fazla yuk yogunluguna sahiptir, bu
ylizden belirgin osmotik basinca sahiptir. Bu durum, bu molekdullerin
cok yuksek sisme kapasitelerinden dolayi, sikistirmaya karsi direnc
gostermek icin bir bag dokusu yatagi olusmasina katkida bulunur.

Fetus — anne arasinda sivi, gaz degisim icin onemli elementler olan
gobek bagi damarlari, sikismaya karsi diren¢ saglamak icin bag
dokunun proteoglikanca zengin bir tipi ile cevrilmistir (Kobata 1992).



Proteoglikanlar yaygin olan GAG turtne gore isimlendirilir.

— Proteoglikan dermatan sulfat
— Proteoglikan kondroitin silfat
— Proteoglikan keratan sulfat
— Proteoglikan heparan silfat



Glikoproteinleri Incelemede Kullanilan Baslica Onemli Yontemler;

Bu ydontemlerden en sik kullanilanlari, ince Tabaka Kromatografisi (Thin Layer
Chromatography) (TLC), Yiiksek Performanslh Sivi Kromatografisi (High Performance
Liquid Chromatography) (HPLC), Gaz Kromatografisi (Gass Chromatography) (GC)
dir.

Lektin Affinite Kromatografisi: Kullanilan 6zgul lektine baglanan glikoproteinler ve
glikopeptidleri saflastirmak icin kullanilir.

NMR Spektroskopi: Ozgiil sekerlerin dizgisinin, baglarinin ve glikozid baglarinin
anomer dogasinin kimliklendirilmesinde yararlanilir.

Kitle Spektroskopisi: Molekul kitlesi, bilesimi, dizgisi ve bazen bir glikan zincirinin
dallanmasi hakkinda bilgi verir (Allen ve Kisailus 1992).



Lektinler

Lektinler genellikle sekerlere spesifik olarak baglanabilen protein ya
da glikoprotein vyapisindaki maddelerdir (Franz 1986). Lektin
kelimesi latince kokenlidir ve secmek anlamina gelir.

Lektinler Uzerine yapilan calismalar 19. Yuzyilin son ceyreginde
Estonyali bir arastirmaci olan Hermann Stillmark'in doktora
calismalarint strdardigd bir farmakoloji enstitiisinde, Ricinus
comminus bitkisinden elde edilen ekstraktin eritrositler Gzerine
aglitine edici etkisini kesfetmesiyle baslamistir.

Stillmark, calismalarinin odagini bitkilerdeki zehirli maddeler
olusturdugundan, dogal olarak yanilgiya dismus ve eritrositlerdeki
aglutinasyonun Ricinus communis’in icerigindeki risin adh toxinin
neden oldugu kanisina varmistir (Gabius 1988, Uhlenbruck 1983).



Yapilan arastirmalar yillardir organizmada yalnizca enerji kaynagi
(glikojen, nisasta vs) ve yapi tasi olarak (kitin, seltloz vs) dusiinilen
karbonhidratlarin da bu fonksiyonlarinin yani sira yasamin suarekliligi
icin vazgecilemez olan hucreler arasi iletisimin saglanmasinda
anahtar roli oynadiklarini ve bu rollerini gerceklestirirken kendileri
icin spesifik lektinleri reseptdér olarak kullandiklarini aciga
cikarmistir.

Termodinamik kurallar geregi dokulardaki karbonhidrat rezidulerinin
bu kadar cok sayida varyasyonlari bulunmamakla birlikte amino
asitlerin  birbirleri ile vyaptiklari peptit baglarinin  sayisiyla
karsilastirilacak olursa yine de aradaki fark cok buyuktir (Schmidt
1986).



Memeli hayvanlarda bulunan lektinlere “Endojen lektinler” ismi
verilmistir. Bu lektinlerden insan plasentasinda bulunan galektin-1,
sigir kalbinde bulunan da sarcolektin olarak adlandiriimistir (Gabius
1987, Gabius 1997). Endojen lektinler timorli ve timorsiz
dokularda bulunmaktadir. Fakat bunlarin gorevleri heniz
aydinlatilamamistir. Yapilan bir calismada insan embriyonik kalp ve
karacigeri, Nasetilgalaktozaminli ortamda 10-50 hafta bekletilmis ve
son haftalara dogru N-asetilgalaktozaminin organlarda galektin-1 ve
sarkolektine baglandigi bildirilmistir (Kayser ve ark. 1995).

Ekzojen Lektinler, dogada bircok bitkide tespit edilmislerdir. Bu
lektinler tespit edildikleri bitkilerin isimleri ile anilmaktadirlar.
Ornegin: Soya fasulyesinden elde edilen lektine “Soya fasulyesi
Aglutinin” (SBA), bugday tohumundan elde edilen lektine “Bugday
tohumu Aglutinin” (WGA), okse otundan elde edilen lektine “Okse
otu Aglitinin” (VAA) adi verilmistir (Franz 1986).



Hiicre yuzey ve organellerindeki seker kalintilarina spesifik olarak
baglanabilme oOzelligine sahip olan lektinlerin normal ve kanserli
hlicre yuzey ve organellerine baglanma 6zelliklerini inceleyen bircok
calisma yapilmistir (Aoki ve ark. 1993).

Lektinler Uzerine vyapilan calismalarin yogunlastigi son 20 il
icerisinde, bu proteinleri diger molekullerden ayiran bircok 6zellik
ortaya citkmistir. Enzim ve antikor 6zelliginde olmadiklarina iliskin ilk
tanim 1988 yilinda Barondes tarafindan yapilmis ve bu tanimlama
batun arastirmacilar tarafindan benimsenmistir. Cinki lektinlerin
hiicrelerdeki sentezi herhangi bir antijen tarafindan uyarilmasi
sonucunda degil, genler tarafindan kontrol edilmektedir (Barondes
1988).



Hemen butun lektinler glikoprotein 6zelliginde olup, aralarinda antikorun aksine
yapisal bir benzerlik gostermezler. 18 farkl polipeptit zincirinden olusabildikleri gibi
genelde 2 ile 4 Uniteden olusurlar ve kural olarak her bir tUnite bir karbonhidrat
rezidlisunil baglama yetenegine sahiptir.

Karbonhidratlarla lektinler arasinda olusan baglar kovalent 6zellikte olmayip, zayif
nitelikli hidrojen koprisit baglardir (Lis ve Sharon 1977).

Bir lektinin aglutine edici etkisinin sekillenebilmesi icin glikokonjugatlarin
yapisindaki karbonhidrat zincirlerinden sadece birine baglanmasi tek basina yeterli
olmamakta, en az iki karbonhidrat yapisina baglanmasi gerekmektedir.

Bir cok lektin sadece kendilerine 6zgli olan monosakkkarit rezidileri (L-fukoz, D-
galaktoz, D-Mannoz) ile etkilesime girerlerken, diger bazi lektinler basit sekerler
yerine kendilerine 6zgl olan kompleks sekerlerle (B-D-galaktozido (1-3) N-asetil-D-
galaktozamin) reaksiyona girme egilimindedirler (Riidiger ve Gabius 1993).



Dokularin sekillenmesinde huicreler arasi kontak kurulmasi ve iletisim esansiyeldir.
Hicrelerin hemen hepsi membran yizeylerindeki sialik asitin yarattigi negatif
yikten dolayr birbirleriyle direkt iliski icinde degil, glikokonjugatlarin yapisinda
bulunan bir cok araci molekul (lektinler, karbonhidratlar, laminin, integrin vs)
Uzerinden iletisimlerini saglamaktadirlar (Wieser ve Brunger 1982).

Ozellikle 1950'li yillarin ortalarindan bu yana yapilan yogun calismalar, hiicreler
arasi var olan ilginin htcre yuzeylerinde lokalize olan molekillerin bir sonucu
oldugunu ortaya c¢ikarmistir (Fukuda 1991).

Lektinlerle glikokonjugatlarin karbonhidrat Gniteleri arasinda anahtar kilit prensibi
esasina gore sekillenen karbonhidrat-protein etkilesimleri; hucreler arasi
haberlesmede, sinyal transferinde, hicre ici protein transportunda, dollenmede,
hicre farklilasmasinda, hlicre adezyonunda, bliiyiimenin kontroliinde, interferon ve
sitokinin salgilanmasi gibi immunolojik olaylarda, makrofajlarin fagositoz icin
uyarilmasinda, patolojik olaylarda hiicrelerin transformasyonunda, metastazda,
embriyogenezde, ekzostoz ve endostozda rol oynarlar (Bourrilon ve Aubery 1989).



e Lektinlerin vicut savunma sistemlerinde de gorev aldigi
rapor edilmistir. Ornegin, kollektinlerinin bir (iyesi olan
mannan baglayan serum lektin miktari normalin altinda
olan  cocuklarin  daha siklikla  hastalandiklari
belirtilmistir (Summerfield 1992, Turner 1994).



izole edilmis bazi hayvansal lektinler ve spesifik karbonhidrat rezidileri

(Seyrek 1999)

Selektinler

(L,PE)
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Asialoglikoprotein-rezeptori
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CD69

Galektin-1

Lokositler(L)
trombositler(P),
endotel hicreleri (E,P)
Plazma, karaciger
Plazma

Hepatositler, testis

Alveolar strfektan

Aktif T ve B-hicreleri,

Trombositler
Bir cok hiicre tlriinde

Fukozlanmis
sulfatlanmis
epitoplar
mannoz, fukoz
Bilinmiyor
Galaktoz

fukoz, maltoz, ManNAc

notrofiller, Bilinmiyor

Galaktoz



Enfeksiyonlarin sekillenmesinde bakteriyel karbonhidrat rezidileri ile organlardaki
lektinlerin etkilesimleri esansiyeldir. Bazi bakteri tirlerinin yalnizca belli organlari
enfekte etmeleri, bunlarin oligosakkaritleri icin ligand teskil eden lektinlerin
organlardaki farkli dagilim gostermelerinden kaynaklanmaktadir.

in vitro calismalarda pneumokoklarin, karaciger, dalak ve beyin hiicrelerine adeze
olmazken, akciger hicrelerine tutunabilmeleri ve yine genc¢ bayanlarda idrar yolu
enfeksiyonlarina yol acan Staph. saprofiticus’un idrar yollari epitel htcrelerine
baylk bir yatkinlik gostermesi, enfeksiyon yapan ajanlarin neden ozellikle belli
organlara lokalize oldugunu aciklamaktadir. Bu calismalarda baslangicta hiicre
basina 23-25 bakterinin yapistigi gozlemlenirken hicrelerdeki lektinlerin
karbonhidratlarla bloke edilmesinden sonra hiicre basina sadece 4-5 bakterinin
adeze olabildigi gorulmustir (Beuth ve ark. 1988).

Parazit invazyonlarinda (Leishmania mexicana amazonensis, Plasmodium
falciparum ve Tyipanosoma cruzi) ve viral (influenza) enfeksiyonlarin olusumunda
da lektin-karbonhidrat etkilesimlerinin rol oynadigina dair yayinlar bulunmaktadir
(Uhlenbruck 1983).



Bazi bitkisel lektinler ise zehirli olmalarindan dolayir hayvanlar tarafindan
tuketilmelerine karsi dogal koruyucu olarak islev gorirler. Bitkisel lektinlerin hicre
ici lokalizasyonu incelendiginde agirlikli olarak depo proteinleri ile birlikte bazi
enzimler ile yakin iliski icerisinde bulunduklari gozlemlenmistir.

Lektinlerin bitkisel hicrelerde vakuollerde depolanacak proteinlerin buralarda
toplanmasi ile iliskili olabilecegi kanisini vermektedir. Baklagillerin koklerinde
bulunan lektinler Gzerinden bir cok bakteri koklere tutunarak bitkilerle simbiyoz bir
yasam surdurebilirler. Bakteriler baklagillerin koklerinden organik maddeleri
alirken, bu bitkilere azot temin ederler (Rini 1995).

Glikoprotein ve glikolipitlerin terminal oligosakkarid zincirinin o6nemli bir
komponenti de sialik asittir (Malykh ve ark., 2003).



Sialik asit terimi ilk kez 1952 vyilinda, gangliositler ve tuklrik bezi
musininde bulunan 06zel bir asidik amino sekeri tarif etmek igin
kullanilmistir. Dokuz karbonlu bir seker olan néraminik asitten tlireyen
sialik asit glikoproteinlerin ve glikolipidlerin oligasakkarit zincirlerinin
terminal seker komponentini olusturur.

Mannozdan olusan, karboksil grubu iceren, dokuz karbonlu bir
monosakkarittir. Sialik asit glikokonjugatlarin (glikoproteinler, glikolipitler,
proteoglikanlar) oligosakkarit Gnitelerinin terminal pozisyonunda yer alir.

Hicre membraninin dis ylzeyi sialik asitin en ¢ok lokalize oldugu bolgedir.
Sialik asitler mannoz cekirdegi tasiyan karbonhidrat Unitesinde bulunan
galaktoz rezidilerine a-2,3, a-2,6, a-2,8 olmak Ulzere Ug¢ farkli formda
baglanabilir (Reuter ve Gabius, 1996).



Tasidigl negatif yik nedeniyle bir yandan hicrelerin birbirlerine
agregasyonunu oOnlerken, diger yandan hliicre membranlarinin gerginligini
de saglar.

Bircok hastalik grubunda serum sialik asit miktarinda meydana gelen
degisiklikler ilgi ile izlenmekte ve hastaligin tanisinda veya prognozunda
klinik olarak yararlanma yollari arastirilmaktadir (Silver ve ark., 1978).

Sialik asit miktari ile tumor tipleri arasinda direk bir iliskinin varlig
belirlenmis ve sialik asit miktarlarindaki degisikliklerin takip edilmesinin
tumorin prognoz ve erken niksinin belirlenmesinde yararl olabilecegi
bildirilmistir.

Bircok tumor tipinde sialik asit miktarinda artislarin gorildigu, 6zellikle
de metastatik hicrelerin sialik asit bakimindan zengin olduklari
bildirilmistir (Narayanan 1994).



Biyosentezi cok karmasik olmakla birlikte D-glikoz anahtar roli oynar. Yeni
sentezlenen sialik asitler spesifik sialiltransferazlar tarafindan
glikokonjugatlara eklenir. Sialik asit bazi bakteri turleri haric hemen hemen
bitin canlilarda bulunur.

Sialikasit molekultntn fizyolojik pH’da negatif ylk tasimasi, hlicrenin
patojenler tarafindan taninmasinda, htcreler arasi etkilesimlerde, hormon
reseptor iliskilerinde ve membranin proteolizden korunmasinda 6nemli rol
oynar. (Narayanan, 1994).

Sialik asit hticre adezyonu, hiicre gocu, hucre-hticre ve hicre-
ekstrasellller matriks etkilesimleri icin 6nemli olan siglek ve selektinler
icin ligand teskil eder. Tasidigl negatif ylk nedeniyle bir yandan hticrelerin
birbirlerine agregasyonunu onlerken, diger yandan hicre membranlarinin
gerginligini de saglar.

Enfeksiyonlarin sekillenmesinde bakteriyel karbonhidrat reziduleri ile
organlardaki proteinlerin etkilesimleri esansiyeldir (Deepa ve ark. 1998).



2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gereg

_ Bu galismada Adnan Menderes Universitesi Deney Hayvanlari
Unitesi’'nden alinan 20 adet Wistar disi sican kullanildi.

Ratlar arastirma siresince 12 saat aydinlik/ karanlik ortamda,
konvansiyonel kosullarda bakildi. 10 adet sican kontrol grubu olarak
secilirken kalan 10 adet sican ise deney grubu olarak calisildi.

Denemeye baslamadan 6nce hem kontrol hem de deney grubunda
bulunan bitin sicanlarin aglik kan glikoz dizeyleri belirlendi.



2.2.YOntem

Deneye baslamadan 6nce hem kontrol hem de deney grubunda bulunan
batin sicanlarin aglik kan glikoz dizeyleri belirlendi.

Sicanlarda diabet olusturmak icin;

0,01 M sodyum sitrat tamponu (pH 4.5) icinde streptozotosin (572201,
Calbiochem)

50mg/kg intraperitonal olarak deneme grubuna (n=10) tek doz enjekte edildi.

Kontrol grubu hayvanlara deney gurubuna benzer sekilde ayni oranda 0.01 M
sodyum sitrat tamponu intraperitonal olarak uygulandi.

Enjeksiyonu takiben 21 giin sonra hayvanlar 12 saat sire ile a¢ birakildi ve tekrar
serum glikoz duzeyleri 6lcaldi.

Kan glikoz diizeyi kontrol grubunda ort. 182.5+33.6 mg/dl, deneme grubunda
367,741 mg/dl olarak bulunmustur. Deneme grubundaki biitin hayvanlarin
diabetli oldugu belirlendikten sonra (kan glikoz dizeyi > 300mg/dl) ratlara hafif
eter anestezisi altinda servikal dislokasyon ile 6tanazi uygulandi.



Otenazi uygulanan ratlarin dis etlerinden 6rnekler alindi ve bu dokular -20°C‘de
muhafaza edildi. 6 um inceligindeki kriostat kesitler alindi. Kesitler,

% 1’lik paraformaldehid (PBS, pH 7.4) icinde 10 dakika sire ile oda isisinda tespit
edildi.

Takiben iki kez 5 dakika PBS ile yikandi.

Peroksidaz aktivitesini bloke etmek i¢in 30 dakika sure ile H,0, nin metanol
icersindeki %2’lik solisyonunda birakildi.

PBS (10 mM, pH 7.4) ile 10 dakika yikanacak olan kesitler, spesifik olmayan
baglanma noktalarini bloke etmek icin %2’lik sigir albumini (BSA, Sigma)
cozeltisinde 30 dakika slire ile inkiibe edildi.

Uc defa beser dakika PBS’de yikanan dokular biotin ile isaretlemis lektinler ile
inkdbe edildi.



Bu isaretli lektinler sirasiyla:

e 1-N-asetilglikozamine spesifik [Erythrina Cristagalli Lectin (ECL, ECA)
e 2-N asetil glikozamine spesifik (WGA)]
e 3-Galaktoza spesifik Euonymus Europaeus Lectin (EEL)

e 4-N-asetilgalaktozamine spesifik [Griffonia Simplicifolia Lectin | (GSL
|, BSL I)

e 5-lLaktoza spesifik Ricinus Communis Agglutinin | (RCA I, RCA,,,),
e 6-Fukoza spesifik Pisum Sativum Agglutinin (PSA)

e 7-Mannoza spesifik [Galanthus Nivalis Lectin (GNL)

e 8-Sialik asite spesifik [Maackia Amurensis Lectin Il (MAA)

e 9-Sialik asitin galaktoz Unitelerine a-2,6 baglanan Sambucus Nigra
Lectin (SNA, EBL)] )] ile biotinlenmis olan lektinler kullanildi.



e PBS icinde sulandirihip hicreler Gzerine damlatildi gece boyunca
+4°C'de inkubasyona birakildi. Baglanmamis lektinleri uzaklastirmak
icin bircok defa tekrarlanan yikama isleminden sonra htcreler ABC
(avidin-peroksidaz kompleksi) ile ayni sekilde 1 saat boyunca
reaksiyona sokuldu.

e Lektinlerin baglanti vyerleri DAB (3-3-Diaminobenzidin) renk
substrati kullanilarak goérinur hale getirildi.

e Hucreler hematoksilen ile 3-5 saniye slre ile karsi boya yapilip,
dehidre edildi ve entellan kullanilarak kapatildi. Reaksiyonlarin
degerlendirilmesi istk mikroskobunda gerceklestirildi.



3. BULGULAR

Karbonhidrat Unitelerine spesifik biotinlenmis lektinler kullanilarak elde
edilen histokimyasal sonuclar saglikh ve diabetik dis eti dokusundaki
monosakkaritlere iliskin 6nemli ip uclari ortaya koymustur. N-asetilglikozamine
spesifik biotin isaretli ECL boyamalarinda kontrol grubundaki hayvanlarin dis etinin
bag dokusunda yogun olarak N-asetilglikozamin Unitelerinin bulundugunu ortaya
koymustur (Resim 3). Deney grubundaki hayvanlarin bag dokusunda da N-
asetilglikozamin Unitelerinin bulundugu ancak burada goérilen reaksiyonun siddeti
saglikl dokulardakine oranla ¢cok daha diistik oldugu tespit edilmistir (Resim 2).

Yine N-asetilglikozamin Unitelerine spesifik diger bir lektin olan WGA
kullanildiginda hem kontrol grubundaki hem de deney grubundaki hayvanlarin
dokularinda N-asetilglikozamin Unitelerinin cok yogun olmamakla birlikte bag
dokusunda var oldugunu ortaya koymustur. WGA kullanilarak yapilan boyamalarda
ECL ile yapilan boyamalardakine benzer sekilde saglikl hayvanlarda (Resim 5)
deney grubundakilerine (Resim 4) oranla daha fazla oldugu gortlmustar.



Galaktoz Unitelerine spesifik EEL lektin ile yapilan boyamalarda hem
kontrol grubundaki hem de deney grubundaki hayvanlarin bag dokusunda
bulunan bazi hicrelerin tek tik reaksiyon verdikleri gozlenmistir.
Reaksiyonlarin siddetinin her iki grupta da cok hafif oldugu gorulmustir
(Resim 6,7)

N-asetil galaktozamine spesifik GSL-I ile yapilan boyamalarda deney ve
kontrol gruplarinda bag dokudaki fibroblast hiicrelerine benzer hiicrelerde
pozitiflik oldugu gorilmustir. Reaksiyonlarin siddeti acisindan gruplar
arasinda onemli bir farklihgin varhgi tespit edilmemistir (Resim 8,9).

Yine N-asetil galaktozamine spesifik RCA kullanilarak yapilan boyamalarda
deney ve kontrol gruplarinda bag dokuda pozitiflik oldugu gorilmustar.
Kontrol grubundaki boyamalarin reaksiyonlari deney grubundakiler gore
daha siddetli oldugu gorilmdistir (Resim 10,11).



Fruktoz unitelerine spesifik PSA ile yapilan boyamalarin yine bag
dokusunda oldugu ve saglkli hayvanlarin dokularindaki reaksiyonun
siddetinin daha fazla oldugu gozlenmistir (Resim 12,13).

Mannoz Unitelerine spesifik GNL kullanilarak yapilan boyamalarin bag
dokuda bulundugu ve kontrol grubundaki reaksiyonun siddeti deney
grubundakilere oranla daha fazla oldugu gorilmustir (Resim 14,15).

Sialik asite spesifik lektinler kullanilarak yapilan boyamalarda, sialik asite
spesifik lektin MAA kullanildiginda deney grubundaki hayvanlarin bag
dokusundaki boyanmanin kontrol grubuna gbére daha yogun oldugu
boyanma gorilmustir (Resim 16, 17).

Sialik asitin galaktoz (Unitelerine spesifik lektin SNA ile vyapilan
boyamalarda ise deney grubundaki hayvanlarin bag dokusunda cok az
boyamanin varligi tespit edilmistir. Kontrol grubundaki hayvanlarin SNA ile
boyamalarindaki reaksiyonlarin daha fazla oldugu saptanmistir (Resim 18,
19).



Resim 2. Deney grubu - ECL lektin ile boyanmis kas Resim 3. Kontrol grubu - ECL lektin ile boyanmis kas
hicre membranlar ++ pozitiflik (oklar). 10 pum. hiicre membranlari +++ pozitiflik (oklar). 10 um.



Resim 4. Deney grubu — WGA lektin ile boyanmis kas Resim 5. Kontrol grubu - WGA lektin ile boyanmis kas hicre
hiicre membranlari + pozitiflik (oklar). 10 pm. membranlari + + pozitiflik (oklar). 10 um.



Resim 6. Deney grubu - EEL lektin ile boyanmis kas hiicre Resim 7. Kontrol grubu EEL lektin ile boyanmis
membranlari + pozitiflik (oklar). 10 pm. kas hiicre membranlari + pozitiflik (oklar) 10 pm.



Resim 8. Deney grubu - GSL | lektin ile boyanmis Resim 9. Kontrol grubu - GSL | lektin ile boyanmis
kas hiicre membranlari + pozitiflik (oklar) 10 pum. kas hucre membranlari + pozitiflik (oklar)10 pum.



Resim 10. Deney grubu - RCA  lektin ile boyanmig Resim 11. Kontrol grubu — RCA lektin ile boyanmis
kas hicre membranlari + + pozitiflik (oklar) 10 pum. kas hiicre membranlari ++ + pozitiflik (oklar) 10 pm.



Resim 12. Deney grubu - PSA lektin ile boyanmis Resim 13. Kontrol grubu — PSA lektin ile boyanmis kas
kas hiicre membranlari ++ pozitiflik (oklar) 10 pm. hiicre membranlari + ++ pozitiflik (oklar) 10 um.



Resim 16. Deney grubu - MAA lektin ile boyanmis kas hicre Resim 17. Kontrol grubu - MAA lektin ile boyanmis kas
membranlari +++ pozitiflik (oklar) 10 pm. hiicre membranlari ++ pozitiflik (oklar). 10 pum.



Resim 18. Deney grubu - SNA lektin ile boyanmis kas hiicre Resim 19. Kontrol grubu - SNA lektin ile boyanmis kas
membranlari + pozitiflik (oklar) 10 pm. hiicre membranlari + + pozitiflik (oklar) 10 pum.



4. TARTISMA

Lektinler karbonhidrat baglayan proteinlerdir, en az iki seker
baglama bolgesi icerirler, enzimatik aktivite gostermezler ve insan,
bakteri veya bitki kaynakli olabilirler Genellikle cesitli epltellerdekl
glikokonjugat dagilimlari  (Murase ve ark 1985) gelisim ve
farkll)lagma Uzerine calismalarda kullantlirlar (Steffenson ve ark.
1987

Lektinlerle ilgili cok fazla sayida calisma olmasina ragmen dis eti
dokusu, diabet ve lektinler arasindaki iliskiler hakkinda calisma yok
denecek kadar azdir, Ozellikle yapilan literatir arastirmalarinda
diabetik hastalarin dis eti dokusunun lektinlerle olan iliskilerine dair
bir calismaya rastlanmamistir.



Bampton ve arkadaslari (1991) tarafindan yapilan bir ¢alismada 15 farkli
lektin kullanilarak gingival epitelyum, sulkular epitelyum, bag dokusu ve
bazal membran ile olan baglanma iliskileri arastirilmistir. N-Asetil
Glikozamin’e spesifik WGA’nin gingival, sulkular ve bag dokusu
epitelyumunda pozitif oldugu belirlenirken bazal membranda negatif
oldugu gozlenmistir.

Fukoz’a spesifik PSA gallsllan tim bolgelerde pozitif sonuclar vermistir,
yine ayni sekilde Galaktoz’a spesifik BSL 1 ile yapilan calismada da PSA
lle benzer sonuclar elde edilmistir. Laktoz’a spesifik RCA,,, ile de gingiva
dokusuna ait tim htcre, membran ve bolgeler pozitif sonugfar vermistir.

WGA, PSA, RCA,,, ve BSL I'i de iceren yedi farkli lektin ile yapilan
gallsmada sagllkll ve litihapli insan gingiva dokularinda i¢ ve dis gingiva
dokusu tzerinde lektin baglanmalarini gézlemlenmistir, fakat herhangi bir
farkli bulguya rastlanmamistir (Murase ve ark. 1985).



Hormia ve Virtanen (1989), WGA, RCA,,, yi de iceren onddrt farkli lektin
ile insan gingiva dokusu Uzerine vyaptiklari calismada bu lektinlerin
baglanmasi ile ilgili yapilan calismada elde edilen sonuclarla paralel
bulgular ortaya koymustur. Dis eti bag dokusunun WGA, RCA lektinleri ile
baglandigini gérmuslerdir.

Diabetin periodontitis gibi bakteriyel infeksiyonlar icin yliksek risk grubu
oldugu bilinmekte ve periodontitis ile diabet arasindaki iliski uzun yillardan
beri bircok arastirma icin konu olusturmaktadir (Tervonen ve ark. 1994).
Hatta, periodontal hastaliklar diabetin komplikasyonu olarak kabul
edilmistir. Diabetin, bireylerde nasil bir degisim yaparak periodontal
hastalik icin yatkinlik olusturdugu hala merak konusu olmaya devam
etmektedir. Bu anlamda notrofil kemotaksisi, fagositoz gibi konak
cevabinda gozlenen 6nemli bazi dejenerasyonlarin periodontitis gérulme
sikhg ve siddetinin artmasinda etkili oldugu bulunmustur (Lamey ve ark.
1992). Her gecen glin yeni veriler elde edilmekte, diabet ve periodontitis
iliskisi ile ilgili pek cok bilimsel yorum yapilmaktadir.



Periodontitis, mikroorganizmalara inflamatuvar hiicreler ve cesitli
sitokinler araciligiyla gelistirilen konak cevabi sonucu gelisen bag
dokusu yikimi, atasman kaybi ve marjinal alveol kemik rezorpsiyon
ile karakterize multifaktoriyel ve kronik seyir gosteren bir hastalik
ozelligi tasimaktadir (Kabashima ve ark. 2002, Kornman ve ark.
2000, Bascones ve ark. 2005). Periodontitisli bireylerin diseti
dokularinda lenfosit ve makrofajlarin baskin oldugu yogun
inflamatuvar hicre varhigi gosterilmistir (Zappa ve ark. 1992, Keles
ve ark. 2005 ).

Periodontal hastaligin baslangicini, ilerleyisini ve siddetini etkileyen
hastaliklarin basinda diabet gelmektedir (Almas ve ark. 2003).
Diabetle birlikte, periodontal dokularda vaskuler degisiklikler
meydana gelmektedir. Oral mikrofloradaki degisiklikler, kollajen
uretiminde azalma ve kollajenaz aktivitesinde artis sonucu
periodontal dokulardaki yikim artmaktadir (Kiran ve ark. 2005).



Periodontitisin diabetli bireylerde daha siddetli ve fazla oranda
gorulmesindeki mekanizmayi aciklamaya yénelik yapilmis cogu klinik ve
epidemiyolojik calisma, iddia edilen bazi zit gorislere ragmen, (Goteiner
ve ark. 1986), diabetli (Tip 1 ve 2) bireylerde diabetli olmayanlara gore
daha vyuksek oranlarda periodontitis gozlendigini gostermektedir
(Thorstensson ve Hugoson 1993). Ayrica, kontrol altinda olmayan
diabetlilerde kontrol altindakilere gore daha yuksek oranlarda gingivitis ve
periodontitis gozlenmektedir (Tervonen ve ark. 1994, Sastrowijoto ve ark.
1990).

Diabet ve lektinlerle iliskili calismalar genellikle Mannoz baglayan lektinler
(MBL) UGzerine vyogunlasmistir. Diabetli hastalar Ulizerinde vyapilan
calismalarda cesitli dokularda MBL miktarinin arttigi ve insilin ile MBL nin
baskilandigi belirlenmistir (Hansen ve ark. 2003).



Tip 1 diabet hastalarinin 6nemli bir kisminda diabetik nefropati gelismektedir ama
bir kismi bu komplikasyondan korunmustur. Persistan mikroalblimintri (Uriner
albimin eksresyonu 30-300 mg/24 saat), diabetik nefropati (albimintri >300
mg/saat) gelisimi icin risk faktoridur.

Mikroalblminiri erken bébrek hasarinin 6nemli bir gostergesidir, bu evrede erken
renal yapisal lezyonlar tespit edilebilir MBLye bagh olarak inflamasyon ve
kompleman  aktivasyonunun  diabetik  mikrovaskiler  komplikasyonlarin
patogenezinde rol oynadigi dusinuilerek yapilan bir calismada, MBL proteini ile
persistan mikroalbiminuri gelisimi arasindaki iliskinin incelenmesi amaciyla, serum
MBL dizeyi 270 hastada (159 erkek) diabet tanisi aldiktan 3 yil sonra 6l¢llmds,
hastalar ortalama 18 yil boyunca izlenmistir. Yetmis bes hastada persistan mikro
veya makroalblmindri (Uriner alblimin eksresyon orani >30 mg/24 saat) gelismistir.
Persistan mikro veya makroalblimindri gelisimi kiimdalatif insidansi;, MBL dlizeyi
ortalamadan yiksek (1.597 pg/L) olan hastalarda %41 olarak bulunurken, MBL
diizeyi ortalamadan disik olan hastalarda %26 olarak bulunmustur. Yiksek MBL
duzeyi, erken donem tip 1 diabet hastalarinda, yas ve cinsiyetten bagimsiz olarak
persistan mikro ve makroalbiminlri gelisimi ile iliskili bulunmus, bu da
komplemanin MBLye  bagli  aktivasyonunun  diabetik = mikrovaskiler
komplikasyonlarin patogenezinde anahtar rol oynadigini géstermistir (Hovind ve
ark. 2005).



Yiksek MBL duzeyinin, komplemana bagh hasari artirarak graft yasam
beklentisinde azalmayla iliskili oldugu dustunulmektedir. Yapilan bir
calismada 266 bobrek transplant alicisinin transplantasyon oncesinde
serum MBL dlizeyi ELISA ile olgulmus, transplantasyon sonuclari
arastirilmistir. Gecikmis graft fonksiyonunun MBL dizeyi disiuk olan (<400
ng/ml) alicilarda, yiksek olan (>400 ng/ml) alicilarla karsilastirildiginda,
farkh olmadigi gorulmustir. On yillik izlemde distk MBL duzeyi olan
hastalarda graft surveyi %89.9 iken, yiksek MBL dizeylilerde %78.8 olarak
bulunmustur. Yuksek MBL dizeyinin, daha ciddi boyutta bir rejeksiyona,
tedaviye cevapsizliga ve graft kaybina yol actigi gosterilmistir. Bu calisma
sonucunda transplantasyon oOncesinde MBL duzeyi oOlgulerek risk
belirlenebilecegi dustnulmustir (Bergver ve ark. 2005).

Oral gingival, sulkular ve bag epitelinde cesitli lektinlerle vyapilan
histokimyasal bir calismada BPA gingival ve sulkular epitelyum
tabakalarinda pozitif boyanma gosterirken bag dokusu epitelinde negatif
reaktivite gostermistir. GSL |, gingival ve sulkular epitelyumun bazal ve
suprabazal tabakalarinda ve ayrica bag dokusu epitelinin apikal bolgesinde
pozitif boyanma gostermistir (Takata ve ark. 1990).

Rat intestine epitelinde GNL Uzerine yapilan bir arastirmada Mannoz’a
spesifik GNL jejunum ve ileumda pozitif aktivite gostermistir (Even ve
Pusztai 1999).



Mause testis epididimis epitel dokularinda Galaktoz ve N- Asetil Glikozamin’e
spesifik SNA ve Sialik Asit’e spesifik MAA ile yapilan histokimyasal calisma ile
MAA'nin epitel hilicrelerde pozitif boyanma gosterirken bag dokusunda negatif
sonuclar verdigi belirlenmistir. SNA ise epitel hiicrelerde ve bag dokusunda negatif
boyanma gostermistir (Lohr ve ark. 2008).

Yapilan calismada, spesifik lektinler kullanilarak elde edilen histokimyasal sonuclar
saghkli ve diabetik dis eti dokusundaki monosakkaritlere iliskin dnemli ip uclari
ortaya koymustur. N-asetilglikozamine spesifik biotin isaretli ECL boyamalarinda
kontrol grubundaki hayvanlarin dis etinin bag dokusunda yogun olarak N-
asetilglikozamin Unitelerinin bulundugunu ortaya koymustur.

Deney grubundaki hayvanlarin bag dokusunda da N-asetilglikozamin Unitelerinin
bulundugu ancak burada goruilen reaksiyonun siddeti saglklh dokulardakine oranla
cok daha disuk oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular diabetli bireylerde ortaya cikan
dis eti hastaliklari ile bag dokudaki N-asetilglikozamin molekdillerinin miktari
arasinda bir iliskinin bulunabilecegini dustndirmektedir. N-asetilglikozamin
uniteleri yoninden benzer bir tablonun WGA ile yapilan boyamalarda da gorulmesi
N-asetilglikozamin Unitelerinin miktari ile saglkh bir dis eti dokusu arasinda
korelasyon bulunabilecegi gortsini glclendirmektedir.



Galaktoz Unitelerine spesifik EEL lektin ile yapilan boyamalarda hem kontrol
grubundaki hem de deney grubundaki hayvanlarin bag dokusunda bulunan bazi
hicrelerin tek tuk reaksiyon verdikleri gozlenmistir. Reaksiyonlarin siddetinin her
iki grupta da ¢ok hafif oldugu gorilmustir. Bu bulgular galaktoz Unitelerinin dis eti
dokusundaki miktari ve lokalizasyonu ile kan glikoz konsantrasyonu arasinda bir
iliskinin bulunmadigini gostermektedir.

N-asetil galaktozamine spesifik GSL-1 ile yapilan boyamalarda diabetli ratlarin dis
eti dokusundaki N-asetil galaktozamin Unitelerinin saglikli hayvanlarinkine gore bir
farkhlik gostermedigi ortaya cikmistir. Bu bulgu galaktoz Unitelerinde oldugu gibi
dis eti dokusunda bulunan N-asetil galaktozamin Uunitelerinin de miktar ve
lokalizasyon yonlinden artan kan glikozundan etkilenmedigini goéstermektedir.
Ancak laktoza spesifik RCA kullanilarak yapilan boyamalarda deney ve kontrol
gruplarinda bag dokuda pozitiflik oldugu goridlmastir. Kontrol grubundaki
boyamalarin reaksiyonlari deney grubundakiler gore daha siddetli oldugu
gorulmustir. Sonuclar N —asetil glikozamine spesifik lektinlerle elde edilen
reaksiyon bulgularina yakindir.

Fukoz Unitelerine spesifik PSA ile yapilan boyamalarin yine bag dokusunda oldugu
ve saglikli hayvanlarin dokularindaki reaksiyonun siddetinin daha fazla oldugu
gozlenmistir. Bu bulgu fukoz Ginitelerinin de artan kan glikozundan etkilendigini
gostermektedir. Fukoz Unitelerininkine benzer bulgular mannoz lnitelerine spesifik
GNL kullanilarak yapilan boyamalarin bag dokuda bulundugu ve kontrol
grubundaki reaksiyonun siddeti deney grubundakilere oranla daha fazla oldugu
gorulmustar.



Sialik aside spesifik lektinler kullanilarak yapilan boyamalarda diger karbonhidrat
unitelerinde oldugu gibi yine bag dokusunda bir reaksiyonun bulundugu tespit
edilmistir. Sialik asite spesifik lektin MAA kullanildiginda deney grubundaki
hayvanlarin bag dokusunda kontrol grubundaki hayvanlara oranla daha siddetli bir
boyamanin bulundugu tespit edilmistir. Sialik asitin galaktoz Unitelerinin a-2,6
bagina  spesifik lektin SNA ile yapilan boyamalarda ise deney grubundaki
hayvanlarin bag dokusunda diffuz ve daha hafif bir boyama tespit edilmistir.
Kontrol grubundaki hayvanlarin SNA ile boyamalarindaki reaksiyonlarin keskin
sinirlar icinde kaldigl ve diffuz bir boyamanin bulunmadigi gézlenmistir. Elde edilen
bulgular sialik asitin kan glikoz konsantrasyonundan etkilendigini gostermektedir.
Bu bilgiler 1sig1 altinda kan glikozu ile dis etindeki karbonhidrat Gnitelerinin bazilari
arasinda bir iliskinin bulundugu ileri strlebilir.

Glikoz, Laktoz, Fukoz, Mannoz gibi karbonhidrat Unitelerinin bag doku da yapilan
histokimyasal boyamalarda diabetli dis eti bag dokusunun kontrol grubuna gore
daha az boyanmasi, hipergliseminin beklenilen sonuglarin aksine karbonhidrat
Unitelerinin miktarini artirmadigi, azalttigini géstermektedir. Galaktoz Unitelerinin
ise kan glikoz konsantrasyonundan etkilenmedigi goriilmektedir. Diabetli ratlarin dis
eti dokusundaki bu degisimlerin hangi mekanizma ile meydana geldigi ve dis eti
hastaliklarinin patogenezinde nasil bir etkisinin bulundugunu ortaya koymak icin
yeni calismalarin yapilmasinin gerekli oldugu distintlmektedir.



5. SONUCLAR

Insulin  hormonunun yetersizligi ya da insilin reseptérinin instline karsi
hassasiyetinin kaybolmasi sonucu kan sekerinin yikselmesi ile ortaya ¢ikan diabetin,
organizmada bir c¢ok komplikasyonlara yol actigi bilinmektedir. Bu
komplikasyonlardan birinin de periodontis oldugu, diabetlilerde daha siddetli
seyrettigi ve hizla ilerledigi arastirmalarda gosterilmistir. Yapilan ¢alismada deneysel
diabet olusturulan ratlarin dis eti dokusunda hipergliseminin, glikokonjugatlarin
yapilarinda ve lokalizasyonunda bir degisime neden olup olmadigi arastiriimistir.

Dis eti kas dokusunda bulunan glikoproteinlerin glukoz, galaktoz, laktoz, fukoz,
mannoz ve sialik asit Unitelerine spesifik lektinlerle yapilan histokimyasal boyamalar
sonucunda diabetli dokularda; kontrollere gore sialik asit tnitelerine baglanmanin
daha yiksek oldugu, diger karbonhidrat Gnitelerine baglanmanin ise daha dislk
oldugu gorulmustdr.



Karbonhidrat-protein etkilesimlerinin hicreler arasi haberlesmede, sinyal
transferinde, hicre farkhlasmasinda, hiicre adhezyonunda oynadigi roller
gbz oOndne alindigr takdirde, diabetli ratlarin dis eti kaslarindaki
karbonhidrat Ginitelerinin kontrollere gore daha dusik olmasinin, hticrelerin
bahsedilen fonksiyonlari ile ilgili olarak diabetlilerde bu fonk3|yonlar|n
bozulmus olabilecegini distindirmektedir.

Sialik asit GUnitelerine baglanan lektin miktarinin diabetli grupta fazla
olmasi ise bu ratlarin dis eti dokusu kas hicrelerinde membran ylzeyi
negatif ydkunin artmasi ile bu hicrelerde agregasyon ve membran
gerginliginin degisebilecegi kanisina varilabilir. Arastirma sonuclarindan
hipergliseminin dis eti dokusu glikokonjugatlarinda bir degisime neden
oldugu ancak bu degisimin olusum mekanizmasinin anlasilabilmesi icin
daha kapsamli arastirmalarin yapilmasina gerek oldugu sonucuna
varitimistir.



OZET

Diabetes Mellitus yani seker hastaligi, kronik hiperglisemi ile karakterize kronik bir
hastaliktir. Karbonhidrat-protein etkilesimleri hicreler arasi haberlesmede, sinyal
transferinde, hicre ici protein transportunda, dollenmede, hiicre farklilasmasinda,
hiicre adezyonunda, bliyimenin kontroliinde, interferon ve sitokinin salgilanmasi
gibi immunolojik olaylarda, makrofajlarin fagositoz icin uyarilmasinda, patolojik
olaylarda hucrelerin transformasyonunda, metastazda, embriyogenezde, ekzostoz
ve endostozda rol oynarlar. Enfeksiyonlarin sekillenmesinde bakteriyel
karbonhidrat rezidileri ile organlardaki karbonhidratlara spesifik proteinlerin
(lektinler) etkilesimleri esansiyeldir. Dolayisiyla, dis curiklerine neden olan
bakterilerin dis eti dokusundaki migrasyonunda, damar icine girip gittikleri dokuya
tutunmasinda glikokonjugatlarin roli cok dnem tasimaktadir. Diabet periodontal
saghgi olumsuz yonde etkilerken, periodontal infeksiyonlarin da glisemik kontroli
olumsuz etkiledigi bilinmektedir

Bu calismada deneysel diabet olusturulmus ratlarin dis eti dokusundaki hticrelerin
hiicre yuzeyindeki ve ekstraselliler matriksdeki galaktoz, laktoz, fukoz, mannoz, N-
asetil galaktozamin, N-asetilglikozamin ve sialik asit Unitelerinin ekpresyon ve
lokalizasyonlarindaki degisimlerin belirlenmesi amacglanmistir.



Calismada 10 adet sican kontrol grubu, 10 adet sican deney grubunu
olusturmustur. Sicanlarda diabet olusturmak icin; 0,01 M sodyum sitrat tamponu
icinde streptozotosin 50mg/kg intraperitonal olarak tek doz enjekte edildi. Kontrol
grubu hayvanlara deney grubuna benzer sekilde ayni oranda 0.01 M sodyum sitrat
tamponu intraperitonal olarak uygulandi. Enjeksiyonu takiben 21 giin sonra kan
glikoz duizeyi kontrol grubunda ort. 182.5+33.6 mg/dl, deneme grubunda 367,7+41
mg/dl olarak bulundu. Otenazi uygulanan ratlarin dis etlerinden. 6 um
inceligindeki kriostat kesitler alindi. Dokular, glikoz (ECL, ECA, WGA), Galaktoz
(EEL, GSL I, BSL 1), Laktoz (RCA I, RCA,,,), Fukoz (PSA), Mannoz (GNL), Sialik asite
spesifik (MAA, SNA, EBL) ile biotinlenmis olan lektinler ile inklibe edildi, lektinlerin
baglanti yerleri DAB (3-3-Diaminobenzidin) renk substrati ile gorinur hale getirildi.
Reaksiyonlarin degerlendirilmesi isik mikroskobunda gerceklestirildi.

Arastirma sonunda, dis eti kas dokusunda bulunan glukoz, laktoz, fukoz ve
mannoz Unitelerine spesifik lektinlerle baglanmanin kontrol grubunda, deneme
grubuna gore daha siddetli; sialik asit Unitelerinde ise deneme grubunda
baglanmanin daha yogun oldugu goértulmdistur. Diabetli ratlarin dis eti dokusundaki
bu degisimlerin hangi mekanizma ile meydana geldigi ve dis eti hastaliklarinin
patogenezinde nasil bir etkisinin bulundugunu ortaya koymak icin yeni calismalarin
yapilmasinin gerekli oldugu distnulmektedir.
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